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論文内容要旨
 ゾウリムシ(Pαrα肌εc伽mCαμ6α高配)の接合は,交配反応によって開始される。交
 配反応は,相補的な接合型の細胞を混・ぜた時にのみこる腹側繊毛どうしの接着による細胞凝集
 反応である。この時細胞は,性的に成熟していること,適度の飢餓状態におかれていること,また
 環境条件も適度のものである必要がある。これらの比較的限られた条件下で,細胞の腹側繊毛にあ
 って,交配反応に関与する物質を接合型物質と呼んでいる。いままで,適当な方法で得られた死体
 や分離繊毛にも,相手の接合型の生きた細胞を凝集させ,かつ白系接合を誘導させる能力がある事
 が知られてきた。この論文では,繊毛のもっこれらの能力を,接合型活性又は単に活性と呼ぶこと
 にしたo
 Parameciumの接合型物質の化学的な性質は,Metzと共同研究者達により,P.cai-
 kinsiで最もよく研究されたが,P.caudatumについての報告は極めて少ない。この研
 究では,接合型物質の研究材料として,諸種の観点から最も適していると思われるP.caudatum
 の細胞と,分離繊毛を用いて,接合型物質の化学的性質と,細胞表面での存在様式を調べるための
 実験を行った。
 接合型活性をもった繊毛は,STEEP+Ca法で分離した。STEEPは,Sucrose(0.
 15M),Tris-H℃召(15mM、pH7.6),Ethano1(11%),EDTA・2Na
 (2.5mM),Potassiumchloride(30mM)からなり,大量培養から得られた細
 胞懸濁液1容に対してSTEEPを4容加え,さらに,1MCaC42を最終20mMになるよ
 うに加えると,繊毛が細胞体から離れる。低速遠心と源紙で炉過することにより,繊毛以外の構造
 物を除いた後,遠心によって繊毛を集めた。繊毛や,その分画されたものの活性の有無は,相手の
 接合型の生細胞(0.3m召中約800～1000細胞)に約0.05m4の繊毛等を加えた時の凝集
 の有無,接合対形成の有無によって判定した。
 第1部薬剤の影響からみた接合型物質の化学的性質
 P・c側dα島mの接合型物質の化学的な性質を明らかにするために,どのような処理によっ
 て繊毛の活性が失われるかを調べた。用いた薬剤等は,次の通りであり,濃度や処理時間は,従来,
 他のParameciumや,他の細胞接着の阻害の研究で有効とされる条件と同じか,又はそれよ
 り大きいものとした。
 1)pH:pH3.0から1.0きざみでpH11.0まで
 2)高温:40.45.50℃
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 3)SH試薬:P一クロ・マーキュリーベンゾイックアシド,
 N一エチルマレインイミド
 S-S還元剤:ジチオスレイトール,β一マーカプトエタノール
 4)O、1mMEDTA-1mMTris-HC召(pH7.6)への透析と0.6MHC召への透析
 5)有機溶媒:エタノール,アセトン,n ブタノール,クロロホルム
 6)酵素:トリプシン,キモトリ'プシン,サーモライシン,ノイラミニダーゼ,ヒァル・ニダ_ゼ,
 リゾチーム,β一グルコシダーゼ,ホスホリバーゼA。C.
 7)界面活性剤:ドデシル硫酸ナトリウム,N一ラウ・イルサルコシン酸ナトリウム,デォキシ
 コール酸ナトリウム,
TrltonX-100,Tween20,Tween80,
 8)庶糖,グリセリγ
 用いた条件下で,繊毛の接合型活性を失わせたのは,極端なpH(pH3.0,pHlLO),高
 温,エタノール,アセトン,n一ブタノールであり,酵素では,蛋白分解酵素のトリプシン,キモ
 トリプシン,サーモライシγのみであった。また,界面活性剤もよく失活させた。TritonX-
 100を除いては,すべての薬剤等が,相補的な2つの接合型活性に対して,同じ影響を及ぼした。
 TritonX-100は,接合型Mの株dN14aの繊毛の活性を失わせたが,接合型Vの株Ksy
 1の活性を失わせなかった。
 第五部繊毛分画と接合型活性の存在部位
 繊毛は,9+2の構造を示す微小管群と,それらをつなぐ,スポーク,ネキシン,アームから成
 るアクソネームと,それを包む膜とで構成されている。第皿部ではTrltonX-100を用いて
 膜を除き,アクソネームのみの画分を得ることと,逆に,1mMTris-HC召(pH7.6)一
 〇,1mMEDTA(Tris-EDTA)及び0,6MKC召に対する透析によってアクソネームを
 可溶化し,膜のみの画分を得ることによって,接合型活性が繊毛のどの部分に存在するかを調べた。
 まず,第1部でみられたdN14aとKsy1の繊毛の接合型活性のTritonX-100に対
 する感受性が異なる原因は,電顕観察から,dN14aの膜がこわれやすく,TritonX-100
 で溶かされやすいことによることを明らかにした。次に,Ksy1の繊毛で1%TritonX-
 100-1mMEDTAを用いて膜を除くことを試みた。同液で15分間4回の抽出を行った後
 40%庶糖上にのせて遠心して,ほぼ純粋なアクソネ～ムを得た。途中の膜が残っている状態の繊
 毛では活性が残るのに対し,アクソネームのみの画分には活性が認められなかった。一方,Tris
 -EDTAと0.6MKC4に対する透析により,繊毛内部の構造物の多くが可溶化され,膜と,
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 周辺微小管の一部が残された。これを40吻庶糖上にのせて遠心し,ほぼ膜のみの画分と周辺小管
 に少しの膜が混在した画分とに分けた。前者は強い接合型活性を有するのに対し,後者の活性は弱
 い。また,透析で可溶化された国分には活性が認められなかった。これらの結果から,接合型活性
 は,繊毛の膜に存在すると考えられる。
 第皿部ゾウリムシのSurfacecoatと,接合型活性の関係
 一般に細胞表面には電顕組織化学的に検出される酸性糖蛋白から成る物質層があり,surface
 coatと呼ばれている。surfacecoatの機能は,必ずしも明らかではないが,細胞認識や細
 胞接着などにおいては,surfacecoatの糖蛋白が関与すると考えられている。第m部では,
 ルテニウムレッド(RR)を用いてP.cαμd“雌肌のsurfacecoatを観察し,接合
 型のちがいや,接合能力の有無のような細胞表面の性質のちがいを反映した変化がみられるかどう
 か,また,酵素等の処理によって,RR可染層と接合型活性にどのような影響を及ぼすかを調べた。
 主な結果は次の通りである。
 1)RRは,細胞膜の外葉と,その外側の繊維状をなす物質層に結合する。
 2)RR可染層は,観察した限りにおいて,繊毛を含めた細胞の全表面に存在する。
 3)RR可染層の厚さは,接合型によって異なり,接合型Mの細胞は,接合型Vの細胞より,有意
 に厚い層を持っている。
 4)接合能力のある腹側と,接合能力のない背側とではRR可染層の厚さに差がない。また,接合
 能力のある成熟期細胞や定常期細胞では,これらに対応した接合能力のない未熟期細胞や対数増
 殖期細胞より,やや厚いRR可染層がみられるが,必ずしも有意な差を認めることはできなかっ
 た0
 5〉酵素等の処理によって,RR河梁層に変化が認められても,接合型活性が失われる場合(トリ
 プシγ,パ・qソ)と,活性には影響のない場合(ノイラミニーダーゼ,TritonX-1001
 がある。
まとめ
 P・・αμdαεμ所の接合型物質は,従来他の種で言われてきたことと同様に,蛋白質又は,蛋
 白質と密接に結びついたものと考えられる。また,接合型活性が繊毛の膜に局在していること,及
 び温和な条件では繊毛の活性が失われず,有機溶媒や界面活性剤で失活することから,接合型物質
 は,膜に内在する構成要素の一つである可能性が高い。
 しかし,接合型物質と,膜の糖蛋白との関連を調べるための一つの手段として,RR可染性の物
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 質層を観察したが,接合型活性の有無を,形態的なちがいとして,また,RR可染層の厚さという
 量的な差として区別することはできなかった。しかし,接合型によって,細胞表面のRR可染層の
 厚さが有意に異なることが分った。この事実は,接合型の違いを形態学的に区別できる事を示す最
 初のものであり,その意味づけと共に,今後接合型の違いを明らかにする上で,重要な基礎を与え
 ると思われる。
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 論文審査の結果の要旨
 渡辺の研究はゾウリムシの接合型活性が細胞のどの部位に存在し,どういう性質をもっているか
 を明らかにしょうとしたものである。
 先ず,STEEP+Ca法で分離した強い活性をもつ繊毛を材料として,諸種の物理化学的条件
 ならびに酵素や薬剤処理によりたんばく質を変性または分解させる条件だけが接合型活性を失活さ
 せるというこれまでの知見を確認した。
 次いで繊毛の分画を行いアクソネームや繊毛のマトリックスたんぱくには殆んど活性がなく,活
 性の主体は繊毛膜であることを明らかにした。
 繊毛膜表面にはルテニウム赤で可染される酸性多糖の層があることが知られているが,この層の
 存否または厚さが接合型活性と関係があるかどうかを知るために未熟期,対数増殖期などの活性を
 もたない時期,ならびに活性をもたない成熟期の細胞背側の繊毛と,強い活性をもつ成熟期腹側の
 繊毛との比較,ならびに諸種の酵素処理を行った場合の活性の変化と酸性多糖層の変化との関係を
 詳細に比較検討し,ルテニウム可染層と接合型活性とは直接的には関係がないことを明らかにした。
 しかし,一方,接合型活性とは関係がないが,接合型遺伝子の違いと密接に対応する層の厚さの違
 いが認められるという興味ある事実を発見した。
 以上の研究は自立して研究を遂行するための高度の能力と学識を有することを示しており,渡辺
 彊の論文は理学博士:の学位論文として合格と認める。
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